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В работе изучается взаимодействие ионов Cu2+ с ДНК в растворе в присутствии
ЭДТА методом кругового дихроизма. Установлено, что комплекс азотистых оснований
ДНК с ионами меди разрушается при введении ЭДТА в раствор. Исследование раство-
ров, содержащих тимидин (Thy), CuCl2 и ЭДТА, методом масс-спектрометрии с иониза-
цией электроспреем показало наличие сложных комплексов [Y4−] · Cu2+ · Na+ · 2H+ · Thy,
2{[Y4−] · Cu2+ ·Na+ · 2H+ · Thy} и 2{[Y4−] · Cu2+ · 3Na+ · Thy}, где [Y4−] — полностью де-
протонированная форма ЭДТА. Во всех наблюдаемых комплексах стехиометрическое отно-
шение Thy : [Y4−] : Cu2+ = 1 : 1 : 1. Появление сложных комплексов азотистых оснований
с Cu2+ и ЭДТА можно ожидать на участках ДНК с дестабилизированной вторичной струк-
турой, которые могут возникать в результате тепловых движений интактной ДНК, и в ДНК,
связанной с лигандами или имеющей дефекты первичной структуры. В растворах ДНК,
содержащих Cu2+ либо Cu2+ и ЭДТА, наблюдается усиление дестабилизации вторичной
структуры макромолекулы под действием УФ-С света. Библиогр. 44 назв. Ил. 5. Табл. 1.
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Interaction of copper ions with DNA in solution in the presence of EDTA is studied with
the method of circular dichroism. The results show that the complex of DNA nucleobases
with copper ions is destroyed at the EDTA addition to the solution. Investigation of the
solutions of thymidine (Thy), CuCl2 and EDTA by the method of electrospray ionization
mass spectrometry reveals the existence of compound complexes [Y4−] · Cu2+ · Na+ · 2H+ · Thy,
2{[Y4−] · Cu2+ ·Na+ · 2H+ · Thy} and 2{[Y4−] · Cu2+ · 3Na+ · Thy}, where [Y4−] is completely
deprotonated form of EDTA. In all complexes observed the Thy : [Y4−] : Cu2+ binding stoichiom-
etry is 1 : 1 : 1. One can expect the appearance of nucleobases complexes with Cu2+ and EDTA
in DNA sites with destabilised secondary structure as a result of heat motion of intact DNA, or in
ligand binding locus, and also in the sites with primary structure defects. In the DNA solutions
with Cu2+ or with Cu2+ and EDTA the increase in DNA secondary structure disturbance under
the action of UVC light is observed. Refs 44. Figs 5. Tables 1.
Keywords: DNA, EDTA, copper ions, circular dichroism, electrospray ionization mass spec-
trometry.
Введение. Медь в организме играет важную роль в окислительно-восстановитель-
ных реакциях, метаболизме фенольных соединений, развитии внеклеточного матрик-
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са [1, 2]. Как недостаток, так и избыток меди приводит к серьёзным заболеваниям.
Токсичность больших концентраций меди связана, в частности, с её способностями
провоцировать оксидативный стресс, вытеснять другие ионы металлов с их мест свя-
зывания в биологических молекулах, а также связываться с ДНК [2–4]. Ионы меди об-
разуют комплексы с отрицательно заряженными фосфатными группами ДНК, а также
с азотистыми основаниями [5, 6]. По степени сродства к азотистым основаниям ДНК
и по величине дестабилизирующего действия на её вторичную структуру Cu2+ зани-
мает первое место среди двухвалентных катионов, присутствующих в организме [7, 8].
Свойство иона Cu2+ образовывать координационную связь с азотистыми основаниями
ДНК используют при конструировании противоопухолевых препаратов. Есть надеж-
да, что такие противоопухолевые препараты благодаря тому, что многие опухолевые
ткани по сравнению с нормальными накапливают избыточное количество меди, будут
обладать селективностью к раковым клеткам [9–11].
ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота) — четырёхосновная кислота, важней-
ший представитель комплексонов, образующих прочные соединения — хелаты с иона-
ми металлов. Одна молекула ЭДТА координирует один ион металла двумя атомами
азота и тремя или четырьмя карбоксильными группами [12]. Благодаря способности
образовывать прочные полидентантные комплексы с ионами металлов ЭДТА широко
применяется в аналитической химии, в медицине в качестве антидота при отравлениях
тяжёлыми металлами, для растворения и предотвращения образования различных от-
ложений, для очистки сточных вод, в сельском хозяйстве и пищевой промышленности
и других отраслях [12–14]. Комплексы ЭДТА с Cu2+ используют при синтезе полиок-
сометаллатов — гибридных материалов с интересными каталитическими, оптическими
и магнитными свойствами [15].
Изучение взаимодействия ЭДТА и её комплексов с ДНК представляет интерес, так
как ЭДТА входит в состав буферных растворов для гель-электрофореза и для хране-
ния образцов нуклеиновых кислот [16, 17]. С помощью ИК-спектроскопии в плёнках
наблюдались признаки комплексообразования ЭДТА с фосфатными группами и азо-
тистыми основаниями ДНК без нарушения вторичной структуры макромолекулы [17].
Авторы полагают, что ОН- и С=О-группы ЭДТА замещают молекулы воды в гидрат-
ной оболочке ДНК. В последнее время комплексы ЭДТА с двухвалентными катионами
рассматриваются как искусственные ДНК-нуклеазы [18, 19].
В серии работ [20–22] изучались растворы и плёнки, содержащие ДНК, Cu2+, а так-
же ряд люминесцирующих лигандов на основе фенантролина, содержащих ион Ru2+.
Бороздочное связывание и частичная интеркаляция лигандов такого типа в двой-
ную спираль ДНК приводит к сильному росту интенсивности люминесценции. Вве-
дение ионов Cu2+ в систему, содержащую сформировавшийся комплекс лиганд—ДНК,
приводит к тушению люминесценции лиганда, а последующее добавление в раствор
ЭДТА — к её восстановлению. Тушение люминесценции, по мнению авторов [20–22],
возникает вследствие образования комплекса лиганд—ДНК—Cu2+. Предполагается,
что при добавлении ЭДТА к существующему комплексу лиганд—ДНК—Cu2+ все кати-
оны меди в системе переходят в хелатные комплексы ЭДТА—Cu2+, что приводит вновь
к возникновению комплекса лиганд—ДНК и, как следствие, к восстановлению люми-
несценции лиганда. Следует, однако, отметить, что это допущение сделано в отсутствие
прямых данных о структуре ДНК в рассматриваемых комплексах.
В представляемой работе изучается взаимодействие катионов Cu2+ с ДНК в при-
сутствии ЭДТА. Для этой цели использовали метод кругового дихроизма (КД),
весьма чувствительный к изменению электронной структуры хромофоров и широко
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применяемый для изучения взаимодействия азотистых оснований ДНК с катионами
[6, 23, 24] и другими низкомолекулярными лигандами [25, 26]. Для выявления возмож-
ных комплексов ДНК—Cu2+—ЭДТА проведено исследование растворов, содержащих
тимидин, CuCl2 и ЭДТА, методом масс-спектрометрии (ионизация электроспреем).
В исследованиях использовали динатриевую соль ЭДТА (Na2H2Y · 2H2O) (рис. 1).
Появление сложных комплексов азотистых оснований с Cu2+ и ЭДТА можно ожидать
на участках ДНК с дестабилизированной вторичной структурой, которые могут возни-
кать в результате тепловых движений интактной ДНК, и в ДНК, связанной с лигандами
или имеющей дефекты первичной структуры [27].
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Рис. 1. Динатриевая соль ЭДТА (Na2H2Y) (а); полностью
депротонированная форма ЭДТА (Y4−) (б ) [13]
Устойчивость комплексов ЭДТА с ионами металлов тем выше, чем больше заряд
и меньше радиус катиона. Константа устойчивости комплекса металла Me и ЭДТА
определяется, согласно [12]:
K1 =
[Me—ЭДТА]
[Me][ЭДТА]
.
Все катионы, кроме щелочных, образуют с ЭДТА комплексы, обладающие доста-
точно высокими константами устойчивости, чтобы их можно было определять ме-
тодом комплексонометрического титрования. Для используемых в работе катионов,
lgK1(Na+) = 1,7, lgK1(Cu2+) = 18,8 [12].
Материалы и методы. Использовали тимидин (Sigma, США) и ДНК из тимуса
телёнка (Sigma, США) молекулярной массы M = (10,5 ± 0,6) · 106 Да. Молекулярная
масса ДНК определена по значению характеристической вязкости [η] в растворе 0,15М
NaCl [28]. Концентрацию ДНК в растворе (C) определяли по методу Спирина [29].
Нативность ДНК контролировали по величине молярного коэффициента экстинкции
ε260(P ). Поглощение растворов ДНК в УФ-диапазоне измеряли на спектрофотометре
СФ-56 (Россия) в прямоугольной кварцевой кювете с длиной оптического пути l = 1 см.
Спектры КД регистрировали с шагом 0,1 нм на дихрографе Mark IV (Jobin Yvon, Фран-
ция) в циллиндрической кварцевой кювете с длиной оптического пути l = 1 см и усред-
няли по трём последовательным измерениям. Использовали динатриевую соль ЭДТА
в виде стандарт-титра Na2C10H14N2O8 · 2H2O для приготовления 1 л 0,05М раство-
ра. Раствор был приготовлен в соответствии с [30]. Концентрация поддерживающего
электролита в растворах ДНК 0,005М NaCl. Использовали соли NaCl и CuCl2 марки
х.ч. Растворы готовили простым сливанием исходных растворов компонентов, перед
измерением выдерживали в течение 2 ч при температуре +4℃.
Масс-спектры водных растворов регистрировали на масс-спектрометре Bruker
maXis HRMS-ESI-QTOF (High-Resolution Mass-Spectrometer / ElectroSpray Ionization /
Quadrupole-Time-of-Flight). Фиксировали спектры положительных ионов. Обработку
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масс-спектров проводили в программном пакете Bruker Compass DataAnalysis 4.0, по-
ставляемом производителем оборудования.
Результаты и обсуждение. Взаимодействие азотистых оснований ДНК с биоло-
гически активными соединениями in vitro, как правило, вызывает изменения спектров
КД ДНК [6, 23–26]. Предварительные исследования показали, что добавление к раство-
ру ДНК ЭДТА вплоть до концентраций 10−3М не приводит к заметным изменениям
спектральных параметров ДНК [31]. В растворе ДНК с CuCl2 с ростом C(Cu2+) сни-
жается интенсивность положительного максимума и усиливается батохромный сдвиг
точки Δε = 0 в спектре КД ДНК [6, 32]. После добавления к раствору ДНК сфор-
мировавшегося комплекса Cu2+—ЭДТА спектр КД полученной системы практически
не отличается от спектра интактной ДНК (рис. 2). Следует, однако, иметь в виду, что
в отсутствие буфера комплексообразование ЭДТА с Cu2+ сопровождается увеличением
кислотности раствора. Действительно, при нейтральных рН ЭДТА присутствует в рас-
творе в двух формах: HY3− и H2Y2− [13]. При связывании молекулы ЭДТА с двухва-
лентным катионом 1 или 2 протона диссоциируют в раствор:
H2Y2− +Me2+ → MeY2− + 2H+,
HY3− +Me2+ → MeY2− +H+.
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Рис. 2. Спектры КД ДНК в многокомпонентных системах:
1 — в водно-солевом растворе (контроль), 2 — при C(ЭДТА) = 5 · 10−5М, 3 — после добавления
к раствору нативной ДНК сформированного комплекса ЭДТА—Cu2+; C(ЭДТА—Cu2+) = 5 · 10−5М,
рН = 6,7; во всех растворах C(ДНК) = 0,004 г/дл = 1,2 · 10−4 Mа. о.
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Понижение рН в растворе ДНК привело бы к протонированию макромолекулы [33].
При использованной в данной работе ионной силе 0,005М NaCl эффект протонирова-
ния начинает сказываться на спектральных свойствах ДНК при рН  5,2 и вызывает
нарушение вторичной структуры при рН  3,9 [34]. Чтобы избежать этого, перед сли-
ванием раствора ДНК и комплекса Cu2+—ЭДТА мы добавляли к последнему по капле
раствор NaOH до восстановления нейтрального значения рН.
Для обнаружения предполагаемой в [20–22] диссоциации комплекса ДНК—Cu2+
при введении ЭДТА в раствор был проведён следующий эксперимент. К сформиро-
вавшемуся комплексу ДНК—Cu2+ (рис. 3, спектр 3) был добавлен раствор ЭДТА
так, чтобы в конечном растворе [ЭДТА]/[Cu2+] = 1,2. Предварительно к раствору
ЭДТА был добавлен раствор NaOH в количестве, необходимом, чтобы скомпенсиро-
вать снижение рН при образовании комплекса Cu2+—ЭДТА. После добавления NaOH
раствор ЭДТА остался нейтральным, очевидно, за счёт дополнительного депротони-
рования ЭДТА. Спектр КД системы, полученной от сливания растворов ДНК—Cu2+
и ЭДТА—NaOH, после установления равновесия практически совпал со спектром ин-
тактной ДНК (рис. 3, спектр 4). Это может свидетельствовать о том, что азотистые
основания ДНК уже не участвуют в комплексообразовании с ионами меди, т. е. добав-
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Рис. 3. Спектры КД ДНК в многокомпонентных системах:
1 — в водно-солевом растворе (контроль), 2 — при C(ЭДТА) = 1,2 · 10−4М, 3 — в растворе,
содержащем CuCl2, C(Cu2+) = 1× 10−4М, 4 — после добавления к комплексу (ДНК—Cu2+)
нейтрального раствора ЭДТА с NaOH; конечные концентрации C(ЭДТА) = 1,2 · 10−4М,
C(Cu2+) = 1 · 10−4М, рН = 6,7; во всех растворах C(ДНК) = 0,004 г/дл = 1,2 · 10−4 Mа. о.
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ление ЭДТА при сохранении нейтрального рН раствора привело к диссоциации ком-
плекса ДНК—Cu2+. Такой вывод согласуется с результатами, полученными в [20–22].
Отметим, что в этих работах были использованы буферные растворы ДНК, которые
компенсировали снижение рН из-за комплексообразования ЭДТА с Cu2+.
Для выявления возможности образования комплексов азотистых оснований с Cu2+
и ЭДТА на участках макромолекулы с нарушенной вторичной структурой, которые
могут образовываться в ДНК в физиологических условиях, в частности, при взаимо-
действии с белками и низкомолекулярными лигандами [27], мы предприняли изучение
растворов нуклеозида тимидина (Thy) в присутствии ионов меди и ЭДТА методом
масс-спектрометрии с ионизацией электроспреем. Связывание различных нуклеотидов
и нуклеозидов с комплексом [Fe3+—ЭДТА] было обнаружено в работе [35], причём
некоторые тройные комплексы образуются с участием иона H+. Для приготовления
растворов Thy с Cu2+ и ЭДТА не было необходимости поддерживать нейтральное зна-
чение рН, и NaOH в этом случае не добавляли. При ионизации методом электроспрея
фрагментация молекул практически отсутствует [28]. Этот способ ионизации широ-
ко используется в масс-спектрометрии для исследования комплексообразования ДНК
и нуклеозидов с биологически активными соединениями и ионами, в частности, для
определения стехиометрии комплексов [36–39].
На рис. 4 приведён масс-спектр тимидина в присутствии ЭДТА. На нём можно
увидеть линии, присутствующие в спектре чистого тимидина (265,0796 соответству-
ет иону Thy · Na+ и 507,1693 — иону 2Thy · Na+), а также линии, присутствующие
в спектре чистой ЭДТА (315,0792 — [Y4−] · Na+ · 4H+, 337,0570 — [Y4−] · 2Na+ · 3H+
и 359,0432 — [Y4−] · 3Na+ · 2H+). По сравнению с масс-спектрами отдельных компонен-
тов удалось интерпретировать две новые линии в масс-спектре смеси тимидина с ЭДТА
(отмечены стрелками на рис. 4). Они соответствуют ионам с зарядом Z = +2, представ-
ляющим собой сложные комплексы с участием нескольких молекул тимидина и ЭДТА:
3Thy · [Y4−] · 2H+ · 4Na+ (стехиометрическое отношение Thy : [Y4−] = 3 : 1) и димер
2{Thy · [Y4−] · 3Na+ · 2H+} (Thy : [Y4−] = 1 : 1).
Масс-спектр раствора тимидина с CuCl2, к которому добавили ЭДТА, показан на
рис. 5. На нём можно заметить линии, ранее наблюдавшиеся в спектре тимидина и ли-
нии, наблюдавшиеся в растворе ЭДТА с CuCl2 (375,9930 — [Y4−] · Cu2+ · Na+ · 2H+,
397,9749 — [Y4−] ·Cu2+ ·Na+ · 2H+ и 419,9571 — [Y4−] · Cu2+ · 3Na+), которые соот-
ветствуют различным комплексам ЭДТА с Cu2+. Интересно отметить отсутствие ли-
ний, наблюдавшихся в растворе чистой ЭДТА. По сравнению с уже рассмотренными
спектрами более простых систем удалось расшифровать три новые линии (отмечены
стрелками). Эти линии соответствуют сложным комплексам тимидина, ЭДТА и Cu2+
разного состава: однозарядный ион [Y4−] ·Cu2+ · Na+ · 2H+ ·Thy и два двухзарядных
иона — димеры 2{[Y4−] ·Cu2+ ·Na+ · 2H+ ·Thy} и 2{[Y4−] · Cu2+ · 3Na+ ·Thy}. Во всех
наблюдаемых комплексах выполняется стехиометрическое отношение Thy : [Y4−] :
: Cu2+ = 1 : 1 : 1.
Таким образом, масс-спектрометрические исследования показывают наличие ком-
плексов тимидина с ЭДТА в отсутствие Cu2+ в растворе, а также тройных комплексов
тимидин—ЭДТА—Cu2+. Можно предположить, что такие комплексы могут образовы-
ваться на одноцепочечных участках ДНК.
Тимидин — наиболее фоточувствительный из всех нуклеозидов в составе ДНК.
Основной тип повреждений в структуре ДНК, вызванных УФ-светом вблизи макси-
мума в её спектре поглощения (260 нм), — образование димеров тимина, а также
других тиминовых аддуктов [40]. Мы исследовали влияние ионов меди и ЭДТА на
Вестник СПбГУ. Сер. 4. Физика. Химия. Т. 3 (61). 2016. Вып. 4 387
250 300 350 400 450 500 550 600
m/z
0
1
2
3
265,0796
297,1051
315,0792
337,0570
359,0432
507,1693
554,1502
601,1327
Z = +2
3Thy∙[Y4−]∙2H+∙4Na+
Z = +2
2{Thy∙[Y4−]∙3Na+∙2H+}
И
нт
ен
си
вн
ос
ть
 ×
10
4
Рис. 4. Масс-спектр раствора тимидина в присутствии ЭДТА:
C(Thy) = C(ЭДТА) = 10−4М
фоточувствительность ДНК в растворе. В результате УФ-С облучения (λобл. = 254 нм)
возникают заметные изменения в спектре УФ-поглощения ДНК: снижение интенсивно-
сти в максимуме, рост интенсивности при λ < 250 нм [41]. Эти спектральные изменения
являются результатом наложения нескольких эффектов. Во-первых, образование фото-
димеров тимина сопровождается снижением поглощения на длине волны 260 нм [42, 43].
Во-вторых, нарушение вторичной структуры ДНК (в основном возникающее в местах
скопления тиминовых димеров [44]) приводит к гиперхромному эффекту. Известно, что
тиминовые димеры практически не поглощают на длинах волн λ > 260 нм: отношение
коэффициентов экстинкции тимина и димера тимина при λ = 260 нм εтим/εтим. дим. = 60
[42]. Поэтому, если произвести гидролиз УФ-облучённой ДНК и определить концентра-
цию хромофоров по методу Спирина [29], то в полученную величину димеры тимина
практически не внесут вклада, и мы определим концентрацию азотистых оснований,
не подвергшихся фотопревращениям. Результаты вычисления приведены в таблице, где
также даны значения молярного коэффициента экстинкции ДНК, характеризующего
её степень спиральности.
В системах, содержащих Cu2+, в результате УФ-С облучения наблюдается более за-
метный рост ε260(P ), чем в водном растворе, что свидетельствует о большей дестабили-
зации вторичной структуры ДНК. Добавление ЭДТА в раствор ДНК с Cu2+ несколько
смягчает эффект, однако величина ε260(P ) после УФ-С облучения в этой системе все
же остаётся существенно больше, чем в контрольной. В то же время ни в системе
(ДНК—Cu2+), ни в системе (ДНК—Cu2+—ЭДТА) не наблюдается заметных отличий
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Рис. 5. Масс-спектр раствора тимидина с CuCl2, к которому добавлен раствор ЭДТА:
C(CuCl2) = 10−5M, C(Thy) = C(ЭДТА) = 10−4М
Концентрация азотистых оснований и молярный коэффициент
экстинкции ДНК до и после УФ-С облучения
Компоненты Доза УФ-С облучения,
ε260(P )± 100, М−1·см−1 C(а. о.)± 0,0001, г/длсистемы Dr ± 100 кДж/моль
ДНК (контроль)
0 6500 0,0017
880 8000 0,0011
ДНК, CuCl2
0 6500 0,0017
880 9800 0,0010
ДНК, CuCl2, 0 6400 0,0018
ЭДТА 880 9200 0,0010
от контрольной системы в количестве азотистых оснований, не подвергшихся фото-
превращениям. Можно предположить, что дестабилизация вторичной структуры ДНК
в растворе, содержащем Cu2+ и ЭДТА, происходит вследствие образования комплексов
с участием азотистых оснований, ионов меди и ЭДТА, возможно, подобных тем, что
мы наблюдали методом масс-спектрометрии.
∗ ∗ ∗
Часть исследований проведена с использованием оборудования ресурсных центров
Научного парка СПбГУ «Методы анализа состава вещества» и «Оптические и лазерные
методы исследования вещества».
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